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( Л / / ° ~ 11 kca l /mol ) and entropy Δ5° 5 c a l - m o l " 1 - deg ree - 1 . Associa t ion cons t an t of 
P h e - I R N A r lK" measured at O0C and du r ing blocking of P-s i te with a unsp l i t t ab le ana-
loo· of pept idyl - tRNA is in good agreement with tha t dependence. 
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РАСПРЕДЕЛЕНИЕ ЛЕЙЦИЛ-тРНК СИНТЕТАЗНОЙ АКТИВНОСТИ 
В БЕЗРИБОСОМНЫХ ЭКСТРАКТАХ ПЕЧЕНИ КРОЛИКА 
И МИОКАРДА СВИНЬИ 
Изучено распределение лейцил-тРНК синтетазной активности в безрибосомных экстрак-
тах печени кролика и миокарда свиньи. Пpu ишемии миокарда в обоих исследованных 
экстрактах отмечено частичное перераспределение активности этого фермента между 
фракциями различной молекулярной массы. Высказывается предположение о том, что 
процессы ассоциации — диссоциации аминоацил-тPHК синтетаз могут участвовать в ре-
гуляции скорости белкового синтеза в эукариотических клетках. 
Введение. Известно, что эукариотические аминоацил-тРНК синтетазы 
(АРСазы) в отличие от прокариотических ферментов функционируют в 
составе высокомолекулярных комплексов [1, 2], образуют ассоциаты с 
рибосомами и микросомами [3—5], обладают высоким сродством к вы-
сокомолекулярной Р Н К [3—6]. Предполагается, что эти эволюционно 
приобретенные свойства АРСаз необходимы для их частичной компарт-
ментализации в клетке в местах функционирования [4, 5]. Кроме того, 
в последние годы установлено, что при некоторых физиологических и 
патологических изменениях в организме, приводящих к нарушению био-
синтеза белка, имеет место разнонаправленное перераспределение 
АРСаз между комплексами различной молекулярной массы либо меж-
ду комплексами и фракцией свободных ферментов [7—12]. 
В данной работе проведено изучение распределения лейцил-тРНК 
синтетазной активности в безрибосомных экстрактах печени кролика и 
миокарда свиньи в норме и на модели нарушения биосинтеза белка — 
экспериментальном инфаркте миокарда кролика (ЭИМ) и тотальной 
ишемии миокарда свиньи, которые, как мы установили ранее, сопро-
вождаются изменением активности компонентов аппарата трансляции 
[13—15]. 
Материалы и методы. Методики воспроизведения Э И М у кролика и тотальной 
ишемии миокарда свиньи описаны в работах [14, 16]. 
П о л у ч е н и е б е з р и б о с о м н ы х э к с т р а к т о в . Ткань печени либо мио-
карда гомогенизировали в стеклянном гомогенизаторе в двух объемах буфера А 
(20 мМ трис-HCl, рН 7,5, ЗО мМ KCl, 2 мМ MgCl 2 , 250 мМ сахароза , 0,1 мМ дитио-
треитол, 0,1 мМ фенилметилсульфонилфторид) . Гомогенат центрифугировали 15 мин 
при 27000 g и 90 мин при 105000 g и отбирали надосадочную жидкость (безрибосом-
пый экстракт) . 
Х р о м а т о г р а ф и я н а с е ф а р о з е 6 В. 4 мл безрибосомного экстракта на-
носили на колонку с сефарозой 6В («Pharmacia Fine Chemicals», Швеция) ( 1 6 Х 
Х 7 5 0 мм) , уравновешенную буфером А. Элюцию проводили тем ж е буфером. Объем 
фракций — 3 мл, скорость элюции 10 мл/ч . 
Молекулярную массу полученных белковых фракций определяли по калибровоч-
ной кривой, используя маркеры со следующей молекулярной массой: альдолаза — 
158000, ката лаза — 232000, ферритин — 440000, тироглобулин — 669000, декстран голу-
бой — 2000000. 
Активность лейцил-тРНК синтетазы (лейРС) определяли по начальной скорости 
реакции аминоацилирования т Р Н К при насыщающих концентрациях субстратов. Реак -
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ционная смесь содержала в объеме 100 мкл: 150 мМ трис-HCl, рН 7, 6, 15 мМ KCI, 
5 мМ MgCl 2 , 10 мМ ATP, 1 мМ 14С-лейцин, 150 мкг суммарного препарата т Р Н К и 
2 — 5 0 мкг фермента. После инкубации при температуре 25 °С в течение 5 мин к пробам 
добавляли двойной объем 10 %-ной трихлоруксусной кислоты. Осадки промывали на 
НИТрОЦЄЛЛЮЛОЗНЫХ ф и л ь т р а х и определяли радиоактивность проб в толуоловом сцин-
тилляторе. 
Результаты и обсуждение. При гель-хроматографии безрибосомно-
го экстракта печени кролика на сефарозе 6В лейцил-тРНК синтетаз-
ная активность распределяется, в основном, между фракциями с моле-
кулярной массой 1 820 000 и 
840 000 (рисунок, а ) . В дан-
ных фракциях, представляю-
щих собой высокомолекуляр-
ные комплексы АРСаз , наря-
ду с лейцил-тРНК синтетазой 
содержатся аргинил-, глута-
мил-, изолейцил-, лизил- и ва-
лил-тРНК синтетазы (табл. 1). 
Распределение лейцил-тРНК синте-
тазной активности безрибосомных эк-
страктов печени кролика (а) и мио-
карда свиньи (б) при гель-хромато-
графии на сефарозе 6В. Стрелками 
указаны положения маркеров: 1 — 
декстран голубой; 2 — тироглобулин: 
3 — ферритин; 4 — каталаза; 5 — аль-
долаза 
Distribution of leucyl - tRNA synthetase 
activity in postr ibosomal extracts 
from the rabbit liver (a) and pig myo-
cardium (6) under gel chromatogra-
phy on Sepharose 6B. Arrows point 
out the posit ion of the markers: 1 — 
dextran blue, 2 — thyroglobul in, 3 — 
ferritin, 4 — catalase, 5—aldolase 
При хроматографии аналогичного экстракта миокарда свиньи лейцил-
т Р Н К синтетазная активность обнаруживается во фракциях с молеку-
лярной массой 970 000 и 132 000 (рисунок, б) . Высокомолекулярная 
фракция, как и в случае печени кролика, представляет собой комплекс 
АРСаз (табл. 1). Низкомолекулярная фракция соответствует области 
элюции свободной лейРС. Таким образом, полученные данные свиде-
тельствуют о том, что в печени кроликов лейРС содержится, в основ-
ном, в высокомолекулярных комплексах АРСаз, а в миокарде свиньи — 
Т а б л и ц а 1 
Состав высокомолекулярных комплексов АРСаз печена кроликов и миокарда свиньи 
The composition of high-molecular-weight aminoacyl-tRNA synthetases complexes 
from rabbit liver and pig myocardium 
Аминоацил-тРНК синтетаза 
Активность, пмоль аминоацил-тРНК/мин на 1 мг белка 
Печень кролика Миокард свиньи 
Комплекс АРСаз, 
1820000 
Комплекс АРСаз, 
840000 
Комплекс АРСаз, 
970000 
Аргинил-тРНК синтетаза 793 93 121 
Валил-тРНК синтетаза 434 108 50 
Глутамил-тРНК синтетаза 469 89 68 
Изолейцил-тРНК синтетаза 824 175 283 
Л е й ц и л - т Р Н К синтетаза 1039 287 291 
Л и з и л - т Р Н К синтетаза 916 93 282 
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как в составе комплекса, так и в свободном состоянии. Можно предпо-
ложить, что в клетках печени процессы компартментализации А Р С а з 
более резко выражены, чем в миокардиальных клетках. Следует отме-
тить, что установленный нами состав высокомолекулярных комплексов 
А Р С а з практически полностью соответствует моделям структурной ор-
ганизации этих ферментов в клетках млекопитающих [1—3]. 
Результаты изучения уровня активности лейРС во фракциях раз-
личной молекулярной массы безрибосомных экстрактов печени кролика 
и миокарда свиньи представлены в табл. 2. Полученные данные сви-
детельствуют о том, что исследованный фермент преимущественно со-
держится во фракциях с более высоким значением молекулярной мас-
Т а б л и ц а 2 
Лейцил-тРНК синтетазная активность во фракциях различной молекулярной массы 
безрибосомных экстрактов печени кролика и миокарда свиньи (усреднение 
по 6—8 опытам) 
Leucyl-tRNA synthetase activity of different molecular mass fractions from 
postribosomal rabbit liver and pig myocardium extracts (mean values from 6—8 
investigations) 
Активность, пмоль лейцил-тРНК/мин на 1 мг белка 
Показатель 
Печень кролика М и о к а р д свиньи 
Комплекс АРСаз, 
1820000 
Комплекс АРСаз , 
840000 
Комплекс АРСаз, 
970000 
Фракция сво-
бодной лейРС, 
132000 
Контроль 
12 ч Э И М 
15 мин ишемии миокарда 
30 мин ишемии миокарда 
1038,6+11,0 
1233,8+60,5 
286 ,5+23 ,2 
533 ,0+67 ,6 
291 ,2+7 ,5 
350 ,8+10 ,3 
216 ,1+21 ,4 
61,6 + 5,5 
5 5 , 1 + 3,2* 
8 6 , 9 + 3 , 4 
* Изменения, статистически недостоверные. 
сы. По-видимому, комплекс меньшего размера (в случае печени кро-
лика) и свободный фермент (в случае миокарда свиньи) являются про-
дуктами диссоциации более тяжелого комплекса. Через 12 ч после вос-
произведения ЭИМ наряду с увеличением лейцил-тРНК синтетазной 
активности во фракциях обоих комплексов печени кролика наблюдается 
ее относительное перераспределение из тяжелого комплекса в более 
легкий (табл. 2) . Что касается миокарда свиньи, то при 15-минутной 
ишемии отмечено увеличение активности лейРС в составе высокомоле-
кулярного комплекса и незначительное уменьшение во фракции сво-
бодного фермента. При 30-минутной ишемии эти изменения носят про-
тивоположный характер (табл. 2) . Из вышеизложенного следует, что 
в зависимости от продолжительности ишемии происходят перераспре-
деления активности лейРС между фракциями высокомолекулярного 
комплекса и свободного фермента. Однако полученные результаты не 
позволяют однозначно утверждать, что при ишемии миокарда лейРС 
перераспределяется между фракциями различной молекулярной массы. 
Так, нельзя исключить, что изменение активности фермента в исследо-
ванных фракциях связано с влиянием внутриклеточных факторов, на-
пример, таких, как неорганическая ттирофосфатаза, изменение активно-
сти которой при ишемии миокарда мы ранее установили [15], а также 
регулируется путем фосфорилирования — дефосфорилирования, как не-
которые другие АРСазы эукариот [17]. 
Тем не менее результаты нашей работы, а также данные литера-
туры [7—12] позволяют предположить, что наряду с изменением срод-
ства к Р Н К [4—6] процессы ассоциации — диссоциации АРСаз могут 
участвовать в регуляции скорости белкового синтеза в эукариотиче-
ских клетках. 
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D I S T R I B U T I O N O F L E U C Y L - t R N A S Y N T H E T A S E ACTIVITY 
IN P O S T R I B O S O M A L E X T R A C T S F R O M T H E R A B B I T L I V E R 
A N D P I G M Y O C A R D I U M 
L. L. Ivanov, Z. P. Martinkus, R. R. Stapulionis, L. J. Lukosevicius, Α. V. Liekis 
C e n t r a l Resea rch L a b o r a t o r y of the Medica l Ins t i tu t e , K a u n a s 
S u m m a r у 
The d i s t r i b u t i o n of l eucy l - tRNA s y n t h e t a s e ac t iv i ty in p o s t r i b o s o m a l e x t r a c t s f r o m the 
rabb i t l iver a n d p ig m y o c a r d i u m h a s been i n v e s t i g a t e d both in n o r m and on the m o d e l 
of p ro te in b i o s y n t h e s i s d a m a g e , i. e. m y o c a r d i a l i schemia . Gel c h r o m a t o g r a p h y of the 
p o s t r i b o s o m a l e x t r a c t s on S e p h a r o s e 6B s h o w s t h a t l eucy l - tRNA s y n t h e t a s e ac t iv i ty is 
d i s t r i bu t ed a m o n g the f r a c t i o n s wi th m o l e c u l a r w e i g h t of 1.82· 106 or 0.84· 106 ( fo r the 
rabb i t l iver) a n d 0 .97-10 6 or 0.132 · 106 ( for p ig m y o c a r d i u m ) . In the case of m y o c a r d i a l 
i schemia p a r t i a l r ed i s t r i bu t i on of l eucy l - tRNA s y n t h e t a s e ac t iv i ty be tween the f r a c t i o n s 
with d i f f e r e n t m o l e c u l a r m a s s is obse rved in bo th e x t r a c t s s tud ied . It is s u p p o s e d t h a t 
a s s o c i a t i o n - d i s s o c i a t i o n p rocesses of a m i n o a c y l - t R N A s y n t h e t a s e s m a y pa r t i c i pa t e in re-
g u l a t i o n of the p ro te in b i o s y n t h e s i s r a te in the e u k a r y o t i c cells. 
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